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1. RESUMEN DEL TRABAJO FIN DE GRADO 
 
1.1. Resumen 
 
Durante los últimos años se ha fomentado la investigación mediante el pez 
cebra como modelo biológico gracias a las considerables ventajas que ofrece 
respecto a modelos utilizados habitualmente. Una de las aplicaciones más 
destacadas de este modelo es en el estudio de las células sensoriales en el 
oído interno, ya que tienen un gran parecido con las células sensoriales de los 
humanos. Gracias a la facilidad de visualización y estudio de estas células en 
el pez cebra, se han podido llevar a cabo numerosas investigaciones sobre 
enfermedades que afectan a este órgano sensorial, así como la sordera. 
No obstante, para poder analizar todas las estructuras y células que forman 
parte del oído interno, es importante entender la morfogénesis de este órgano.  
Este proyecto se basa en el estudio de la morfogénesis del oído interno, 
concretamente, en la formación de lumen, una estructura que se forma en el 
oído interno en estadios tempranos del embrión, y que a partir de la cual se 
forman las demás estructuras que constituirán el oído interno. 
Para poder entender la formación del lumen en estadios tempranos del 
embrión, es necesario la caracterización de proteínas que participen en este 
proceso. Por lo que el objetivo principal de este proyecto es  el estudio de la 
de la expresión de los genes Stxbp3, Stxbp6 y Claudin F en la apertura del 
lumen en el oído interno del pez cebra. 
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1.2. Abstract 
 
During last years research has been encouraged by the zebrafish as a 
biological model due to the significant advantages over commonly used 
models. One of the most important applications of this model is in the study of 
the sensory cells in the inner ear because of the strong resemblance to the 
sensory cells in humans. Due to the facility of viewing and studying these cells 
in zebrafish, researches have been able to carry out numerous studies on 
diseases affecting this sensory organ as deafness. 
However, in order to analyze all the structures and cells that are part of the 
inner ear, it is important to understand the morphogenesis of this organ. 
This project is based on the study of the morphogenesis of the inner ear, 
specifically, in the lumen formation. The lumen is a structure which is formed in 
the inner ear at an early stage of the embryo, and from which the other 
structures that will constitute the inner ear are formed. 
To understand the formation of the lumen in the early stages of the embryo, it 
is necessary to characterize proteins involved in this process. Therefore the 
aim of this project is the study the expression of the genes Stxbp3, Stxbp6 and 
Claudin F  at the opening of the lumen in the inner ear of the zebrafish. 
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2. INTRODUCCIÓN 
 
2.1.  La morfogénesis 
La morfogénesis es uno de los principales problemas pendientes en las ciencias 
biológicas. Se refiere al proceso biológico que lleva a que un organismo 
desarrolle su forma, controle la distribución espacial organizada de las células 
durante el desarrollo embrionario y cómo así forma las estructuras biológicas 
(Jacob M.Sawyer et al.,2009) 
Es uno de los aspectos fundamentales del desarrollo biológico junto con el 
control del crecimiento celular y la diferenciación celular. 
La morfogénesis abarca una amplia gama de procesos biológicos. Trata de 
estudiar tejidos tanto de organismos adultos como de embriones, e incluye una 
comprensión del mantenimiento, la degeneración, y regeneración de tejidos y 
órganos, así como su formación. 
Respecto en relación con el campo de la biología del desarrollo hace énfasis en 
la investigación de cómo la regulación génica determina un destino especifico 
para la célula, y cómo esto contribuye a la forma y estructura del organismo y 
sus partes componentes. 
 
2.2. El pez cebra como modelo biológico para la investigación. 
 
El pez cebra ,Danio rerio, ( Hamilton-Buchanan, 1822 )  es un pequeño pez 
tropical que habita en los ríos del norte de India, norte de Paquistán, Nepal y el 
sur de Asia. Posee unas características que lo han convertido en el modelo ideal 
para estudios del desarrollo embrionario, así como de otros campos de la 
biomedicina. 
 
 
 
Fig.1: Imagen de un pez cebra adulto. 
Sus rayas características en el cuerpo 
y las aletas le dan el nombre a esta 
especie. Un individuo adulto mide 
sobre los 4-5 cm de largo.(Obtenido de 
http://www.biobasque.org/aBBW/web/e
s/noticias/darenet.jsp ). 
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Homología genómica 
Es un vertebrado, y por lo tanto, presenta una alta homología genómica (su 
genoma totalmente secuenciado) (Javier Salas, 2013) y proteómica con el resto de 
vertebrados y gran correlación con los modelos de mamíferos; con los humanos 
comparten el 70% de la información genética y más del 80% de los genes 
responsables de enfermedades (Javier Salas, 2013). 
 
Desarrollo embrionario 
El desarrollo del pez cebra es muy parecido al de la 
embriogénesis de otros vertebrados, incluyendo a los 
humanos. Pero a diferencia de los mamíferos, se 
desarrolla a partir de un óvulo fecundado fuera de la 
hembra lo que facilita su manipulación. 
 
Un desarrollo rápido                                                       
El desarrollo embrionario del pez cebra es muy rápido; en las primeras 24 horas 
después de la fertilización los órganos principales ya se han formado. 
Al cabo de 3 - 4 meses los peces cebra son sexualmente maduros y pueden 
generar nuevas crías. Una sola hembra puede poner hasta 200 huevos por 
semana, lo que permite estadísticamente usar números más significativos de 
especímenes en cada test. 
 
Tamaño 
Los peces cebra adultos tienen un pequeño tamaño ( 4-5 cm) lo que posibilita 
tener varios ejemplares en una sola pecera, reduciendo los costes de 
mantenimiento. 
 
Fig.2: Embriones de pez cebra 
2hpf (Andrea Etchartea et al.)   
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Transparencia 
Los embriones son semitransparentes durante los primeros pocos días de su 
vida. Esto permite a los investigadores estudiar las etapas de la organogénesis y 
hacer observaciones microscópicas en vivo y a tiempo real.  
Además la transparencia del embrión ha permitido desarrollar técnicas no 
invasivas basadas en proteínas fluorescentes, permitiendo además observar la 
dinámica de la expresión génica in vivo (cell live imaging).  
 
Otras características 
Este modelo animal presenta menos restricciones éticas respecto a otros 
modelos biológicos vertebrados, y además en los últimos años se han divulgado 
un gran número de publicaciones en PubMed lo que facilita y fomenta la 
investigación a partir del pez cebra. 
 
 
2.3. Desarrollo del oído interno en embriones de pez cebra (Danio rerio)  
 
El desarrollo del oído en el pez cebra es muy rápido y comienza muy temprano 
en el embrión. En el estadio aproximado de 16 hpf, aparece la placoda ótica, a 
través de la cual se desarrollará  la vesícula ótica. A partir del estadio de 20 hpf 
pueden visualizarse dos otolitos en el interior de cada vesícula. Posteriormente 
se expanden las cámaras  y se diferenciará el epitelio sensorial. 
Gracias a que el embrión es transparente, el desarrollo del oído interno se puede 
observar con una gran resolución en vivo y en montajes completos. Además el  
cibaje mutagénico ha generado muchos mutantes cuyos defectos fenotípicos se 
observan con facilidad en el oído. 
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Descripción del oído del pez cebra  
La estructura del oído interno está altamente conservada evolutivamente. 
Primeramente se desarrolla la placoda ótica en ambos lados de la cabeza. Está 
cavita y forma la vesícula ótica, a partir de la cual se desarrollan todas las 
estructuras del oído interno (Kate F. Barald et al.,2004).  
En adulto, el oído interno forma un órgano epitelial cerrado, con unas 
constricciones que definen tres cámaras comunicantes (Catherine Haddon et al., 
1996) ; el sáculo y la lagena en la parte inferior, y el utrículo en la parte superior, 
donde se abres tres canales semicirculares. Las cámaras y canales del oído 
interno protegen los parches del epitelio sensorial, de los cuales depende la 
función del oído. En el embrión del pez cebra se desarrollan  cinco parches 
sensoriales: tres crestas (cada uno asociado con un canal semicircular) y dos 
máculas (cada uno asociado con un otolito).  
 
 
 
 
Cada parche contiene células ciliadas y células de soporte, y está asociado con 
neuronas sensoriales conectadas con el epitelio. Las células ciliadas son 
traductores mecanosensoriales; las neuronas interaccionan con ellas y la señal 
es enviada al cerebro (Catherine Haddon et al., 1996). 
 
 
Fig.3 Organización del oído interno 
en pez cebra adulto que muestra 
todos los epitelios sensoriales (en 
rojo). Las cuatro máculas son la 
utrícula (u), la sacula (s), la lagenda 
(l) y la neglecta (mn); las tres crestas 
de los canales semicirculares son la 
cresta anterior(ac), la cresta lateral 
(lc), y la cresta posterior (pc). 
(Ernesto et al.,2007, ZFIN).  
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Los primeros parches sensoriales en desarrollar son las máculas, que responden 
a la aceleración linear, a la gravedad y al sonido. Cada una está cubierta por un 
otolito, un depósito cristalino de carbonato de calcio y proteínas. Una de las 
máculas ocupa el utrículo del oído y se cree que tiene un papel principalmente 
vestibular. La otra mácula se encuentra en una posición caudomedial, ocupa el 
sáculo, y tiene un papel principalmente auditivo. Una vez el pez es adulto se 
desarrollan dos máculas más , la mácula neglecta y la lagena. 
Por otro lado están las tres crestas; que son los parches de células ciliadas 
asociados a los canales semicirculares, y que actúan como sensores de la 
aceleración rotacional (Catherine Haddon et al., 1996). 
 
Mecanismos descritos hasta ahora de formación de un lumen 
Se han observado dos mecanismos predominantes de formación del lumen: 
vaciado y cavitación (Fernando Martín-Belmonte et al., 2008).  
En el mecanismo mediante vaciado, las células forman uniones célula-célula y 
adquieren polaridad apical-basal , formando un pequeño lumen que se expande 
posteriormente por la generación de la membrana apical adicional y exocitosis. 
Mientras que en la cavitación, la formación del lumen se produce por la 
polarización de las células en la periferia, seguido por la apoptosis selectiva de 
las células en el centro de la estructura.  
Para establecer la polaridad celular, los tejidos epiteliales requieren señales 
externas mediadas por la interacción de las células con el medio circundante, 
con otras células y / o con la matriz extracelular. En la morfogénesis se requieren 
dos eventos principales: una señal inicial que orienta el eje de la polaridad, 
mediada por la interacción de las células con la membrana de las células 
epiteliales, y a continuación, la formación de un lumen, regulada por la 
generación, transporte, y la exocitosis de componentes de la superficie apical. 
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Formación del lumen en el oído interno en pez cebra 
El primer signo visible de desarrollo del oído interno es la aparición de 
la placoda ótica, a partir de un engrosamiento ectodérmico de la parte 
posterior del cerebro, situado adyacente a los rombómeros 4, 5 y 6.  
La placoda ótica puede ser reconocida como una agrupación ovalada 
de células dentro del ectodermo (visible alrededor de las 16 horas 
post-fertilización, hpf). 
Esta se condensa en una bola sólida de células. En el centro de la 
masa, sin embargo, parece haber una concentración de actina, lo que 
puede indicar que las células ya están polarizadas, con ápices ricos 
en actina en los puntos donde el lumen está a punto de abrirse. En 
ese punto se forma una cavidad en forma de ranura, y a medida que 
la masa de células se ahueca y adquiere una disposición epitelial, se va 
separando de la epidermis suprayacente.  
La polarización pronto se vuelve más clara; los núcleos celulares se mueven 
hacia los extremos basales de las células. Esta polarización tiende a organizar 
las células en una lámina en la que se unen a una a la otra por la membrana 
basolateral, pero permanecen separadas apicalmente.  
A causa de las cargas negativas de algunos compuestos (ácido siálico…) de la 
membrana celular y de la repulsión electroestática de las células endoteliales, las 
interacciones célula-célula en el centro comienzan a perderse. Gracias a la 
perdida de estas interacciones se abre un pequeño espacio en forma de 
hendidura esbozado por actina en las caras apicales de las células; esta es la 
primera señal del lumen del oído (visible alrededor de las 18 hpf).    
 
 
 
 
 
Fig.4 Formación de 
las placodas (en 
azul) del pído 
interno a partir de 
los rombómeros 4, 
5 y 6.Sophie Léger 
et all.,2002, 
Fig.5: Formación del oído 
interno en pez cebra. (A) 
especificación neural de las 
placodas óticas y los genes 
involucrados. (B) Formación 
de la vesícula ótica y 
neurogénesis; especificación 
de las células sensorioales. 
(C) Formación de la estructura 
ótica y desarrollo de las 
células sensoriales. 
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2.4  Moléculas que estudiamos en el proyecto  
 
Como se ha mencionado en el apartado anterior, la exocitosis es un mecanismo 
importante para polaridad. Por lo que en este proyecto queremos estudiar 
algunos genes implicados en este mecanismo;  el gen Stxbp3 y el Stxbp6. Estos 
dos genes expresan proteínas que regulan la expresión de la sintaxina, una 
molécula que participa en la formación de vesículas. 
 
Por otro lado, se ha estudiado la expresión del gen Claudin F que regula el flujo 
iónico entre células una vez que están polarizadas y establecen uniones 
adherentes en la membrana apicolateral. 
 
3. OBJETIVOS  
El objetivo principal de este trabajo es estudiar el patrón de expresión de los genes 
Stxbp3, Stxbp6 y Claudin F, tanto en el espacio como en el tiempo, para contribuir a 
entender la morfogénesis del oído interno.  
Mediante la regulación génica se ha comprobado que al bloquear la expresión de 
estos genes el lumen parece presentar fenotipos anormales y una reducción de 
tamaño de la vesícula. Hemos podido comprobar que hasta ahora solo se conoce el 
patrón de expresión de Claudin F en la base de datos de ZFIN. Por lo que se ha 
querido estudiar la importancia de estos tres genes y la expresión de las proteínas que 
codifican en los estadios embrionarios más tempranos, ya que podrían ser genes 
pioneros en el proceso de apertura del lumen.  
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4. MATERIAL Y MÉTODOS  
 
4.1.  Diseño de sondas  
 
Este proyecto se basa en la creación de sondas para estudiar la expresión en 
detalle de las proteínas Stxbp3, Stxbp6 y Claudin F.   
 
4.1.1 Transcripción  reversa. 
 
Este primer paso s un proceso que implica la retro-transcripción de la 
cadena de RNA. Es decir, se generan cadenas de ácido 
desoxirribonucleico (ADN) de doble cadena a partir de un ácido 
ribonucleico (ARN) de cadena simple. 
En este caso se realizó la transcripción de RNA aislado de embriones 
de pez cebra (48hpf) mediante la polimerasa “ SuperScrip III Reverse  
Trascripase”. 
 ( Ver anexo 1) 
 
4.1.2 Reacción en cadena de la polimerasa ,PCR, del cDNA  
 
La finalidad  de esta técnica ha sido amplificar el cDNA. Es decir, 
obtener un gran número de copias del cDNA obtenido a partir de la RT 
realizada previamente. 
En este proyecto el objetivo es crear sondas que reconozcan distintas 
proteínas, por lo que se han realizado varias amplificaciones con 
distintos cebadores (primers) para la obtención de cada secuencia. Los 
cebadores empleados son los siguientes: 
 
- Stxbp3_F/R 
- Stxbp6_F/R 
- ClaudinF_F/R 
 
 
 
  Eider Bergareche Barbeito 
TFG junio del 2013 
13 
 
Las PCRs se han realizado al mismo tiempo y en el mismo 
termociclador, por lo que se han tenido en cuenta las condiciones de 
hibridación y amplificación de los cebadores, ya que no son las mismas 
para los tres. Inicialmente se fijó la temperatura de hibridación más baja 
y un número de ciclos intermedio. 
Para obtener la el producto deseado se han realizado PCRs en distintas 
condiciones, teniendo en cuenta que: 
 
- Si la temperatura es más alta de la necesaria los cebadores no se unen, 
y si  la temperatura es más baja, se pueden unir en puntos inespecíficos 
y no obtendríamos el producto de PCR deseado. 
 
- Número de ciclos: cuantos más ciclos se realizan se obtiene más 
producto, pero si el número de ciclos es demasiado alto al requerido, se 
obtienen productos inespecíficos.  
 
Para comprobar que el cDNA se ha amplificado correctamente se ha 
realizado una electroforesis donde hemos corrido una pequeña muestra 
en un gel de agarosa 1%. 
 
( Ver anexo 2) 
 
 
 
4.1.3 Purificación cDNA 
 
Antes de clonar el cDNA en el vector se ha realizado una purificación 
del producto obtenido para eliminar los cebadores, dNTPs y productos 
inespecíficos formados en la PCR. La purificación consiste en hacer 
una serie de lavados con soluciones detergentes y centrifugaciones 
para precipitar el cDNA. 
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4.1.4 Ligación del cDNA al vector. 
 
En este paso se ha ligado el cDNA purificado en un vector de clonación 
mediante la ligasa ( ver anexo 3). 
En este experimento se ha utilizado el vector pGEM-T (fig.6) . Este 
vector fue creado linearizando el vector pGEM®-5Zf(+) con la enzima 
EcorRV en la base 51 y añadiendo una timidina (T) en los dos extremos 
3’.  De esta manera aumenta la eficiencia de ligación de productos de 
PCR en el plásmido ya que la Taq polimerasa que se emplea en la PCR, 
a menudo añade una adenina (A) al final de la cadena del cDNA y esto 
facilita la clonación en el vector. 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.1.5 Trasformación de células competentes 
 
Para la transformación se han utilizado placas de cultivo con medio de 
LB y ampicilina. Se les ha añadido X-gal (compuesto orgánico) e IPTG 
(inductor de x-gal) para más adelante facilitar la selección de colonias 
transformadas. 
Figura 6: Vector pGEM-T Easy 
  Eider Bergareche Barbeito 
TFG junio del 2013 
15 
 
Se ha utilizado como célula huésped la bacteria E.Coli manipulada 
previamente para que sea más competente. Para realizar la 
transformación se ha utilizado el método por choque térmico; que 
consiste en realizar cambios de temperatura para que la membrana sea 
permeable y los plásmidos atraviesen los poros. 
 
Se han realizado varios cultivos celulares en las placas preparadas 
previamente para los diferentes plásmidos con diferentes 
concentraciones de bacteria, y como control se han sembrado bacterias 
sin transformar. Las placas se han se han dejado incubar toda la noche.  
            ( Ver anexo 4) 
 
 
4.1.6 Selección y cultivo de bacterias transformadas 
 
Como método de selección de las células que han integrado el 
plásmido y las que no, se ha utilizado la resistencia a la ampicilina. El 
vector pGEM-T contiene el gen de resistencia a la ampicilina, y como se 
ha mencionado en el apartado anterior, las bacterias se han cultivado 
en un medio en presencia de esta sustancia. Por lo que las células que 
no han insertado el plásmido no deberían formar colonias. 
 
Por otro lado, para diferenciar entre las colonias resistentes a ampicilina 
y que se han transformado correctamente se utiliza la expresión del gen  
lacZ que contiene el vector. En ausencia de inserto, las bacterias en 
medio con el inductor IPTG y del sustrato X-gal que han sido añadidos 
en las placas de cultivo, son capaces de expresar el gen lacZ y  
producir -galactosidasa. La -galactosidasa convierte el sustrato X-gal 
en una sustancia azul, por lo que las colonias aparecen de este color. Si 
hay un inserto interrumpiendo el gen lacZ, las bacterias no producen -
galactosidasa, y las colonias aparecen blancas. 
 
Las colonias que se han transformado correctamente han sido 
seleccionadas y  se han cultivado en medio LB durante toda la noche 
para aumentar su reproducción, y así tener más plásmidos que 
contienen las secuencias de interés. 
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4.1.7 Purificación plásmido  
 
El siguiente paso ha sido la purificación del plásmido de las células. 
Para ello se ha utilizado una “miniprep” que consta de dos fases: el 
lisado de las células bacterianas para liberar el plásmido,  y el 
aislamiento y purificación de este. Los dos pasos consisten en hacer 
lavados mediante buffers (soluciones reguladoras) e ir centrifugando 
hasta obtener el plásmido en el pellet y eliminar los productos que 
pueden obstaculizar la secuenciación. 
 ( Ver anexo 5) 
 
 
4.1.8 Digestión plásmido 
 
La digestión del plásmido purificado se ha realizado mediante la enzima 
de restricción EcoRI, que posee la siguiente diana de restricción de 
cadena doble: 
  
  
  
  
 
 
 
 
 
 
Una vez digerido el plásmido con la enzima, los fragmentos son 
separados por su tamaño usando un gel de electroforesis. 
 
 
 
Figura 7: Punto de restricción 
de la enxima EcoRI en una 
cadena doble de DNA. 
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4.1.9 Secuenciación inserto 
Los insertos obtenidos a partir de la digestión han sido secuenciados 
mediante los primers T7 y SP6, para poder determinar la orientación del 
inserto dentro del plásmido.  
 
 
 
 
 
 
 
Una vez realizada la PCR con ambos cebadores, se ha realizado una 
precipitación  del inserto y se ha llevado a secuenciar. 
Las secuencias obtenidas se llevaron al formato de archivo FASTA, y 
mediante el programa BLAST se realizó un alineamiento para cada una 
de las secuencias, Claudin F, Stxbp3 y Stxbp6, y se ha determinado el 
primer con el que se ha realizado la amplificación (T7 o SP6), es decir, 
la dirección del inserto. 
  ( Ver anexos 6 y 7) 
 
4.1.10 Linearización 
 
En este paso se ha realizado la linearización del plásmido transfectado 
mediante enzimas de restricción. Para escoger la enzima correcta para 
realizar la linearización se ha mirado la secuencia del vector pGEM-T y 
de la secuencia del inserto para asegurarnos de cortar el plásmido 
correctamente sin dañar el inserto. También se ha tenido en cuenta qué 
cebador transcribe la secuencia (T7 o SP6) y la dirección del inserto.  
 
Figura 8: Secuencia de unión de los cebadores T7 y SP6. 
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Teniendo todos estos puntos en cuenta,para llevar a cabo la 
linearización se han utilizado las siguientes enzimas (tabla 1): 
 
 
 
Una vez linearizado se han corrido las muestras en un gel para 
comprobar que los plásmidos se han linearizado correctamente. 
 
( Ver anexo 8) 
 
 
4.1.11 Transcripción y precipitación 
 
Mediante los cebadores correspondientes para cada inserto (T7 o SP6), 
se ha realizado una transcripción para obtener la secuencia de RNA 
complementaria a la secuencia deseada. 
 
Seguidamente se ha realizado una serie de lavados con etanol, para 
precipitar las secuencias de RNA obtenidas en la transcripción y se ha 
corrido una pequeña muestra en un gel de agarosa. 
 
( Ver anexos 9 y 10) 
 
 
 
 
 
 
Inserto Cebador transcripción Enzima Linearización 
Claudin F 
 
SP6 ApaI 
Stxbp3 T7 SpeI 
Stxbp6 T7 SpeI 
Tabla 1: 
  Eider Bergareche Barbeito 
TFG junio del 2013 
19 
 
4.2 Animales 
 
El animal de experimentación utilizado para la realización de este trabajo fue el 
pez cebra Danio rerio . Su ciclo de vida se esquematiza en la figura 9. Los 
ejemplares adultos utilizados como individuos reproductores pertenecían 
Departamento de  Biología del desarrollo. 
 
Los animales fueron manipulados siguiendo las directivas de la Comunidad 
Europea (86/609/EEC y 2003/65/EC) y la legislación española (RD 1201/2005, 
BOE 252/34367-91, 2005). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura9: Ciclo de vida del pez cebra. Imagen modificada de Principles 
of Development (Wolpert et al ., 1998). 
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4.2.1 Obtención de embriones 
 
La tarde anterior al día de la puesta, los ejemplares reproductores  han 
sido trasladados a la pecera de cría.  
Los huevos que se colectaban  a la mañana siguiente se repartían en 
placas de petri con agua del sistema, al que se le había añadido 
previamente azul de metileno fenicado  para evitar el crecimiento 
fúngico. 
Durante las primeras horas las placas se mantienen en una estufa a 
28ºC para que se desarrollen correctamente durante los primeros 
estadios, y luego se han traspasado las placas la estufa de 23ºC donde 
se han dejado incubar durante toda la noche para que llegasen al 
estadio de 13-14hpf. Una vez que los embriones se encontraban en 
este estadio, se han ido colectando ( 20 embriones aproximadamente) y 
fijando con paraformaldehido 4%  cada hora, para así tener muestras 
de cada estadio de desarrollo (ver anexo 11).   
 
  
4.3 Hibridación In situ  
Una vez generadas las sondas, se ha realizado una hibridación in situ con tal 
de detectar la expresión de los genes Claudin F, Stxbp3 y Stxbp6 en el oído 
interno del pez cebra.  
La hibridación in situ es una técnica que permite estudiar la distribución in situ 
de una determinada secuencia de interés mediante la utilización de una sonda 
complementaria (formada por una secuencia de ADN previamente conocida) 
marcada con digoxigenina.  
Como control negativo se han utilizado sondas sentido, sondas que tienen la 
misma secuencia de nucleótidos que los genes diana, por lo que no puede 
hibridarse con ella y no debería de haber señal de expresión. 
( Ver anexo 11) 
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4.4 Fotografiado de los resultados 
Previamente a la observación con microscopio, a los embriones se le ha quitado 
el yolk para failitar la observación del lumen. Una vez limpios se han montado 
dorsalmente (flat-mount) en portaobjetos de cristal, para lo cual se emplea 
glicerol 100%, que por su viscosidad facilita la orientación. Para observar los 
resultados de la hibridación in situ se ha utilizado un microscopio de alta 
resolución de campo claro.  
 
 
 
5. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
5.1. PCR del cDNA obtenido en la transcripción reversa 
 
PCR 1 (Fig.10): 
Muestras:  
1.  Marcador de peso molecular 
2.  HAPLN2 
3. Claudin F 
4. Stxbp3 
5. Stxbp6 
 
La PCR correspondiente a esta imagen (figura 10) se ha 
realizado en las condiciones principales; temperatura de 
hibridación 55ºC y 30 ciclos de amplificación. Como 
podemos observar solo se ha amplificado el cDNA de 
Stxbp6. 
 
 
 
 
 
 
 
       1     2   3    4    5 
Fig.10: PCR1 del cDNA 
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PCR 2 (Fig.11): 
Muestras: 
1.  Marcador de peso molecular 
3. Claudin F 
4. Stxbp3 
 
La PCR correspondiente a esta imagen (figura 11) se ha 
realizado en las siguientes condiciones: temperatura de 
hibridación de 50ºC y 35 ciclos de amplificación. Como se 
observa en la imagen solo se ha amplificado el cDNA de 
Stxbp3. 
 
PCR 3 : 
Como en las condiciones de las anteriores PCRs no hemos conseguido 
amplificar el cDNA de Claudin F, se ha tenido que realizar otra PCR con una 
cantidad de cDNA mayor en el mix. La amplificación se ha realizado en las 
condiciones en las que la temperatura de hibridación era de 50 ºC y los ciclos 
de amplificación han sido 30. 
 
 
 
5.2. Transformación de células competentes con el plásmido 
 
Hemos podido comprobar la efectividad de la transformación de las células a 
partir de las colonias obtenidas en los cultivos en placa. Se han obtenido 
colonias transformadas (blancas) en todos los cultivos realizados para los tres 
plásmidos diferentes, y la placa que se ha utilizado como control no 
presentaba colonias. Por lo que la transformación se ha realizado de forma 
correcta. 
 
 
 
       1      2     3    
Fig.10: PCR2 del cDNA 
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5.3. Digestión del plásmido con EcoRI 
 
Mediante la electroforesis hemos podido separar los fragmentos obtenidos en 
la digestión por su tamaño. 
 
 
 
En la imagen (fig.12) 
podemos observar que la 
digestión se ha realizado 
correctamente para la 
mayoría de cultivos, ya que 
hemos obtenido los 
fragmentos del tamaño 
deseado. 
Para el gen Stxbp3 hemos 
seleccionado las muestras 1 
y 2 para seguir con el 
experimento, ya que son las 
que tienen las bandas más 
específicas.En el caso del gen Claudin F la mayoría de las muestras tienen 
unas bandas bien definidas, por lo que hemos seleccionado la 1,2,5 y 6 para 
continuar con el proyecto. Y por último, para el gen Stxbp6 hemos 
seleccionado las muestras 1,2,3 y 4, ya que son las muestras que contienen 
las bandas de tamaño esperado. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
     1  2  3  4  5  6  1  2  3  4  5  6  1 
        2  3  4  5  6  
Stxbp3 Claudin F Stxbp6 
Stxbp6 
Fig. 12: digestión del plásmido con EcoRI 
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5.4. Secuenciación del inserto 
 
Los resultados de la secuenciación del inserto después de realizar una PCR 
con los cebadores T7 y SP6, son los siguientes:   
 
Claudin F: 
AGACATGTCTTCAACGCGTTGGGAGCTCTCCCATATGGTCGACCTGCAGGCGGCCGCGAATT
CACTAGTGATTTTCCACACTAATCCTTCATGTGCTAACACAAATCAATTAAGTTAACTTAAATG
TCTTTACAAATTTAAGTAGATTGAGCTTAAAACAATCAAGTTGTCCCCAAAAAGCATAAGAAT
TGTGTTGATTCAGCTCATTTTATACATGTAGTTTGAACAAACAACAAACATCTTTTTTTGAGTC
TTTTCTTTCCATTTCAGGAGCAGTTTTAGAAGATGTCAGTCCTTTGAGTTAAAGATATTGACAG
AGCAGATGAGTAAGCAACAGATATTGTCCTTATATTGTTCCTCCTTGAGAAATATGTTGGAGT
AAAGAGTTTTTGGAAGTAAAAAGTCTTTGTGATCTTGATTTTGGTCAGATTAATGGCATTAGA
GCATTTATTTAGAGCGTCAGTCAAGAAATATCCTTTATAGTACCTTCAAATATGACCATGTTGA
AACAAACATCACTCATTAGCACTGCGAAAATCTCAAAAACAAGACCAACAAGTTTTAGCTTTT
CCAGATCATCTTCGTTTAAAGCTTGGCGGAGTACAAGACCTCAATAAAATTGCTTTTAAATAC
ATTCAATTCAGCCAAACACTGAATTAAAGGGACAGTTCACACAAAAATCTACATTTACCGCCT
TATTTATTCTCCCTCAAGTGTTTCCAAACCTTTACCAGTTTCTGTTGAACACAAAAGAAGATAT
TTTGAAGAATGCTGACTGACTGAAACCATTGAGTAAAACAAATACAATGGAAGTCAATGGTT
AAATCGAATTCCCGCGGCCGCCATGGCGGCCGGGAGCATGCGACGTCGGGCCCAATTCGCC
CTATAGTGAGTCGTATTACAATTCACTGGCCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGGGAAAACC
CTGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGA
AGAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCACAGTTGCGCAGCCTGAATGCGAATGACGCGCCCTG
TAGCGGGCGCATAGCGCGCGGGTGTGGTGTACGCGCAGCGTGACGCTACACTGCAGCGCTA
GCGCCGCTCTTTCGCTCTCCTCTTCTCGCCCGTCGCGCTTCCGTCAGCTTTATCGGGCTCCTTA
GGATCGAATAAGCTTACGGAACTCGAACCAAACTGGATAGGGGTGATGTACGTAAGGCAAT
CTGCCCTGTTATTA 
--  secuencia antisentido con SP6 
Hemos podido confirmar que la secuencia del gen Claudin F en nuestro 
inserto se ha amplificado mediante el cebador SP6.  
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Stxbp3: 
TTTGGCGAGTCGCATGCTCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGATTACTCGTAGATGT
TGTTATTTATAGGTATGAGGTCATAAGCCATGGCTTGGTAAGTGAGCTCGTGAAGAATGGGA
CTAACAGGGTCCATTGCACGGTCAACAATCAGCAGCTGCGCCGGTGTTTTTCCCCTTTTGTCG
TAATTTCATCCAACTCATAATGCCGGGCCAGTTTATTATCAACAAGTTCAGCCAACATCTTTCC
ATATCCAGGAGTCGATTCTCTTTTGTATCGGACTCCAGGATACTCGTCCAGCGTAGCACAGAG
AGTTACAATCTGATCTGCAATTTTATCCAGCGTCTTCTCTCTGTCCTGACTGAACCCACTGTAG
ATCTTCTTAAAGGCCTCTGGGTTCTCGCAGGTGAACACTTGTGCTTCCTGTGGCAGAAAGGA
GATGTTGATCTCTTTACACTTTTTAATGTGCTTGGCGCAGTTCTTCTTCATTTTGTCGAAGAGC
TCATCAGGACAGTAGTCCGTGAAGAAGACATACGCAGCTTTGTATTTGGGCTTGGGTTTGAA
GTCATTAATAAATGCATCAATACACTCAACAGTGGGAGCCATGAAGTAGATGGCCTTCATATC
TGGAACCGGCTCTCTGTTTTTGAACAGGTTCTCCAAAACTGAGATGCCCTCGGACATGAGATC
AGACATCTTGCAGCACGAGGACAGTAGGCGTGTGGTGAAATCGTCTAGTATGAGGATGTTCC
ACTTTTTGCAGTCTGCAATGATGGTGTCCCTGATCCTTTGCCATACTATTAATCACTAGTGAAT
TCGCGGCCGCCTGCAGGTCGACCATATGGGAGAGCTCCCAACGCGTTGGATGCATAGCTTGA
GTATTCTATAGTGTCACCTAAATAGCTTGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAAT
TGTTATCCGCTCACAATTCCACACAACATACGAGCCGGAAGCATAAGTGTAAAGCCTGGGGT
GCCTAATGAGTGAGCTAACTCACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCGCTTTCAGTCGGGAAA
CTGTCGTGCCAGCTGCATATGATCGCACGCGCGGAGAGCGATTGCGTATGGGCGCTCTTCGC
TCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCCCGTCGTTCGCTGCGGCGAGGCGTTCAGCTCACTCAGGC
GGTAATACGTATCCCAGATTCGTTAGCTGGAGAGAACTGGGGACCAGCTCATCCAAAGGCA
GACCGTTAAAAGGCCGCGCGCGGTCT 
__ secuencia antisentido con T7 (falta un nucleótido con respecto al endógeno) 
 
La secuencia correspondiente al gen de Stxbp3, se ha amplificado mediante el 
cebador T7, pero hemos podido comprobar que falta un nucleótido respecto al 
endógeno. Esto puede ser un error de secuenciación. 
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Stxbp6: 
AAGCGAGTCGCATGCTCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGATTAAATGTTAGCAGG
AAATGGACGTTTTCAAAATATCATTATCAACTGGTACCGAACTCCAGTATCCCAACAACCCTA
ACAGATACTGAATAGTAAAACCACATACTGGTAATACCTACAACTAAGTAACACATTTAGCTT
CTTTTAAGTCAGCGGTGTCCAAACTCGATCCTGGAGGGTCGGTGTCCTGCGTATTTTAGCTCC
AACCTTAACCAGCAAATCAAGCTCTTTCTAGATTTACTAGAAACGTCCAGGCAGGTGTGCTGA
AGAAAGTTAGAGCTAAACTATGCAGGACACCGGCCCTCCAGGAGTTTGGACACCCCTGTTGT
AAGTGATTTTAGATTGAAATATGCGACTTGTTCCCAACTCTGCTTGTAATATTATAATAATGAT
CGGTCGCATGTATAAGGCTTTAAGTTTGCAATGATCAACAATTCTGTGGTTAAAAAAGACATG
ATTTTTTTCAAGATTACTGCCATGATGATACACAATGTCCTCGATTCTTGATGTGATGCTTCAT
GTGCGTCCCGTCACAGTCTGTGATAGCAGGGCTGATGAAGCAGATTCTCCGAAAAATACAGC
AAAGGCTCAACACTTGTGCTTCATGGCCAGCTTGTGTGCGGTGTCAGCGAAGTGCTGTGCGC
TGTTCATCATGTCGCTGGTCTTCTCTTCCGCGCGGCCCAGTCTCTCTCCACGCTCATTCAGAGC
CTGACTGGCCTTCTGTACCGCACTGCTCACACTGTCAGCCGCACCGTGGAGGAGACTGCTATT
ACCTCCCAGTAGTAATCACTAGTGAATTCGCGGCCGCCTGCAGGTCGACCATATGGGAGAGC
TCCCAACGCGTTGGATGCATAGCTTGAGTATTCTATAGTGTCACCTAAATAGCTTGCGTAATC
ATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACAACATACGAGCC
GGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGCGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACATTAGTGCGTGCG
CTCACTGCCGCTTTCAGTCGGGAAACTGTCTGCAGCTGCATATGATCGGCACGCGCGGGGAG
AGGCGTTGCGTATGGCGCTCTTCCGCTTCCTCCGCTCCTGACCGTGGCTCGTCGGTCGCTCGG
CGAGCGGATAGCCACTCAAGGCGGCTACGTACCAGATCGAAAGCCGGAGAACTGTGGACAA
GGGCGCAAGCCCGAACGCTTAAA 
--- secuencia antisentido de stxbp6 con T7 
Hemos determinado que la secuencia que codifica Stxbp6, en nuestro 
plásmido se ha amplificado mediante el cebador T7. 
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5.5. Linearización del plásmido transfectado 
 
Muestras (fig.13):  
1. Marcador de peso molecular. 
2. Claudin F no linearizado. 
3. Claudin F linearizado.                                        
4. Stxbp3 no linearizado. 
5. Stxbp3 linearizado. 
6. Stxbp6 no linearizado. 
7. Stxbp7 linearizado. 
 
 
 
Como podemos observar en la imagen las muestras linearizadas y no 
linearizadas tienen diferente peso molecular y corren a diferentes velocidades. 
Por lo que podemos decir que la linearización se ha realizado correctamente. 
 
 
5.6  Trascripción del cDNA de la secuencia. 
 
Muestras (fig.14):  
1. Marcador 
2. Claudin F                       
3. Stxbp3 
4. Stxbp6 
 
Se ha utilizado un gel de agarosa para 
realizar la electroforesis aún sabiendo que no 
es el adecuado para analizar las muestras de 
RNA.  En este caso se ha querido realizar un análisis cualitativo de la 
transcripción, por lo que no esperábamos observar unas bandas 
definidas en un peso molecular específico. Así bien, mediante esta 
imagen podemos decir que la transcripción se ha realizado 
correctamente ya que las muestras no presentan bandas específicas. 
 
 
 
     1     2      3      4      5      6     7 
Fig.13: digestión enzimática 
     1     2    3    4       
Fig.14: transcripción 
del cDNA 
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5.7.  Hibridación in situ 
 
Se ha realizado una hibridación in situ con cada sonda en embriones de entre 
13 hpf y 24 hpf con tal de detectar la expresión de los genes Stxbp3, Stxbp6 y 
Claudin F en el oído interno del embrión. Los resultados obtenidos son los 
siguientes: 
 
Claudin F:  (fig.15) 
 
20hpf 
 
 
 
 
 
 
 
 
   
23hpf 
   
 
 
La señal de expresión de la proteína en el oído es intensa y muy definida, ya 
que solo se ha detectado su expresión en el oído. En las imágenes se puede 
observar que la proteína se expresa en toda la placoda menos en el dominio 
anteriolateral. 
 
L 
P 
M 
A 
P 
M 
A 
L 
Figura  15: Expresión del gen Claudin F en el oído interno del pez cebra en los estadios 20hpf y 23 hpf. 
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Por otro lado, hemos podido determinar que la proteína Claudin F se expresa 
en el oído en estadios más tardíos (19 hpf), por lo que podemos decir que no 
participa en la formación del lumen del oído interno en estadios tempranos del 
embrión, y no sería un gen candidato en la participación de la formación del 
lumen. 
 
Stxbp3: (fig.16) 
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P 
M 
A 
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A 
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P 
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17 hpf 
20 hpf 
22 hpf 
Figura  16: Expresión del gen Stxbp3 en el oído interno del pez cebra en los estadios 17hpf, 20hpf y 22 hpf. 
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En las imágenes podemos observar que la expresión de la proteína Stxbp3 en 
el oído no es específica, es decir, no sigue un patrón de expresión. Podemos 
decir que tiene una expresión homogénea en toda la placoda en los diferentes 
estadios del embrión (entre 16hpf y 24 hpf).  
Como se ha podido comprobar, esta proteína se expresa desde los estadios 
más tempranos del desarrollo del oído hasta los más tardíos. Esto lo convierte 
en  un gen candidato para estudiar la formación del lumen en el oído interno del 
pez cebra. 
Se puede observar que la señal es un poco más intensa en la pared de la 
placoda, en la parte nominal. Esto tendría sentido ya que como se ha 
mencionado anteriormente esta proteína participa en la fusión de vesículas, 
que es una de las posibles formas de la formación del lumen. Para poder 
verificar esta localización necesitaríamos una señal más intensa de la que 
hemos obtenido. 
 
Stxbp6: (fig.17) 
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Figura  17: Expresión del gen Stxbp6 en el oído interno del pez cebra en el estadio 21 hpf. 
  Eider Bergareche Barbeito 
TFG junio del 2013 
31 
 
En el caso de la proteína Stxbp6 podemos observar que la expresión es 
positiva en el oído del embrión, y que se expresa de forma parecida que la 
proteína Stxbp3. Este resultado nonos ha sorprendido del todo, ya que las dos 
proteínas pertenecen a la misma familia. 
Al tener imágenes de un solo estadio, no podemos determinar si podría ser un 
gen candidato para estudiar la formación del lumen. La señal es positiva. 
 
Respecto al control negativo, no se han fotografiado los resultados obtenidos. 
Pero se han obtenido los resultados esperados, la sonda sentido utilizada no 
ha hibridado con la secuencia diana de los genes, por lo que no se ha 
detectado señal de expresión. 
 
 
6. CONCLUSIONES 
 
Según los resultados obtenidos en el presente trabajo, y de acuerdo a los objetivos 
planteados, podemos concluir que: 
 
1. Las proteínas Stxbp3, Stxbp6 y Claudin F se expresan durante el desarrollo del 
el oído interno en el pez cebra. 
La proteína Claudin F  tiene un patrón de expresión acentuado en la que se 
expresa en toda la placoda excepto en la parte anteriolateral. Las proteínas 
Stxbp3 y Stxbp6 en cambio, se expresan de forma homogénea en toda la 
placoda y no presentan ningún patrón de expresión. 
 
2. La proteína Stxbp3 se expresa en desde estadios más tempranos (16hpf), por 
lo que puede ser un gen que participe en la formación del lumen, y puede que 
sea un buen candidato para estudios posteriores de este proceso. 
 
3. Hemos podido comprobar que Claudin F se expresa a partir del estadio de 19 
hpf, por lo que es muy improbable que esta proteína no participe en la 
formación del lumen. Es más probable que se expresa una vez que el lumen ya 
se ha formado, por lo que está proteína no sería un gen candidato a la hora de 
estudiar este proceso.  
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8. ANEXOS 
 
Anexo 1: Protocolo de la Transcripción Reversa 
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Anexo2: Protocolo de la PCR del cDNA obtenido en la transcripción reversa. 
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Anexo 3: Protocolo de ligación. 
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Anexo 4: Protocolo de transformación de células competentes 
 
 
 
Anexo 5: Purificación del plásmido 
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Anexo 6: Protocolo Secuenciación. 
 
 
 
Anexo 7: Protocolo Precipitación 
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Anexo 8: Protocolo Linearización 
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Anexo 9: Protocolo precipitación  
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Anexo10: Protocolo Transcripción 
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Anexo 11: Protocolo Hibridación In Situ 
 
1. Fix the embryos at desired stages with 4% paraformaldehyde (PFA) in PBS 
overnight at 4ºC. 
2. Wash the ebrios 2 x 5 min with PBS 0.1% Tween-20 solution (PBT). 
3. Dehydrate embryos with MeOH gradually at room temperature. 
4. Rehydrate embryos gradually by rinsing them at room temperatura 10 min 
with 75%MeOH, 50%MeOH, 25%MeOH and 2 x 10  min PBT. 
5. Dechoriate embryos in PBT 
6. Incubate embryos with proteinase K (10mg/ml, 1/1000 in PBT) for 10 min if 
they are younger tan 48 hpf, or for 20 min if they are 48 hpf or older. 
7. Wash 5 min PBT 
8. Postfic with 4% PFA for 40 min. 
 
Hybridization 
 
9. Prehybridize the embryos with the hybridization buffer, 1h at 70ºC. 
 
Hybridization buffer: 
 
25 ml 100% formamide 
250 µl 10mg/ml SSC ph 4.5 
1ml 25mg/ml tRNA 
500 µl 10% Tween-20 
125 µl 1M citric acid ph 6.0 
10.5 ml ddH20 
 
10. Hybridize the embryos with probes diluted in hybridization buffer 1/2000, 
overnight at 70ºC. 
 
HYP- buffer:  
32,5 ml 100% formamide 
12,5 20x SSC ph 4.5 
500 µl 10% Tween-20 
4,5 ml ddH20 
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Washes 
 
11.  Incubate embryos with: 
Wash 1, 10 min at 70ºC 
Wash 2, 10 min at 70ºC 
Wash 3, 10 min at 70ºC 
Wash 4, 10 min at 70ºC 
Wash 5, 2 x 30 min at 70ºC 
PBT at room temeprature 
 
Wash 1: 75% HYB- , 25% 2xSSC 
Wash 2: 50% HYB- , 50% 2xSSC 
Wash 3: 25% HYB- , 75% 2xSSC 
Wash 4: 2 x SSC 
Wash 5: 0,5 x SSC 
 
12. Incubate embryos with 90 min at room temperatura with blooking solution. 
13. Incubate embryos overnight at 4ºC with anti-DIG-AP diluted in bloking 
solution 1:4000. 
14. Wash 10 x 10 min with PBT 
15. Incubate the embryos 3 x 10 min with alkaline phosphatase buffer. 
16. Develop the reaction by incubating embryos in the dark with the following 
solution: 
45µl NBT 
35 µl BCIP 
10 ml alkaline phosphatase 
 
17. STOP  reaction with PBT 
18. Wash with PBT and postfix with 4%PFA, 2h at room temperature. 
